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VERWENDUNG VON 5' SUBSTITUIERTEN NUKLEOSIDEN ZUR HEMMUNG VON RESISTENZBIL- 
DUNG BEI DER ZYTOSTATIKABEHANDLUNG UNO ARZNEIMITTEL, ENTHALTEND DIESE 
NUKLEOSIDE 



Das Auftreten. yon "Arzneiinittel-Resistenz" ist der 
Hauptgrund fiir Fehlschiage in der Krebs-ChiBmpthiaraL- 
pie. Tumor fen,; welche anfangs empf indlich auf Zytosta- 

10 tika reagieren, erholein sich sehr hauf ig nach elner 

gewissen Behandlungszeli: und sind dann resistent ge- 
genUber der Wirkung verschiedenartiger antineoplasti- 
scher Arzneimittel . Obwohl das Problem der "Arznei-, 
mittel-^Resistenz" schon seit 1948, dem Beginn der 

15 Krebstherapie mit Zytostatika, bekannt ist, wurde bis 

heut:e kein Weg gefunden, die Resisteiizbiidung zu ver- 
hihdern. Gharakteristisch ftir alle bisher untersuch- 
teh hochresistenten Tumor en und Zellinieh ist die 
Amplif ikatioh (Vervielf achung[) einer kleinen Gruppe : 

20 von Genen. Als Folge dieser DNA- odeir G^nampiifi^ 

tion kann eihe erhohte Expression dieiser Gene nach- 
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gewlesen verden, welche zur Resist:enz gegeniiber dem 
Arzneimittel fiihrt. Als Folge dieser pNA-Ampll£lka- 
tion kann eine erhohte Expression verschiedener Gene 
nachgewiesen wiarden. Schutzproteine, die zur Aus- 
5 schleusung von Giftstoffen aus der Zelle dienen, kon- 

nen so vermehrt gebildet werden (P-Glycoprotein) . 
Dieser Effekt: wird auch als "xnulti-^cirug-resistance" 
(MDR) bezeichnet, 

10 Zusatzlich zur MDR korreliert der Amplif ikationsgrad 

gewisser Gene, vor allem gewisser Onkogene, mit: dem 
Grad der MalignitSt. So sind die Oberlebenschancen 
bei einer Amplif ikat ion von ERW2 / RASKI, INT3, HSTl, 
MYC undi KSRAM beim Magenkrebs (Hirohasi, S. , and 

15 Sugimura, T. Genetic alteratiions iii human gastric 

cancer. Cancer cells (Cold Spring Habor) / 3 : 49^52, 
11991) iind ERBB2 und MYC beim dvarkarzinom (Sasaino, 
H., Garrett, Ct., Wilkinson, D.S./ Silverberg, S., 
Comerford, J., and Hyde, J. Protponcogene amplif ica- 

20 tion and tumor pipidy in human ovarian neoplasm. 

Hum. Pathol., 21: 382-391, 1990) sehr schlecht. Beim 
Brustkrebs korreliert die Amplif ikation von MYC 
(Borg, A. , Baldetorp, B. , Ferno, M. , Olsson, H. , and 
Sigurdsson, H. C-myc amplif ication is an independent 

25 prognostic factor in postmenopausal breast cancer . 

int. J. Cancer, 51:687-691,1992) und Co-Ainpl if ikation 
\ von INT2 und HSTl (Borg, A. , Sigurdsson, H. , Clark, 
G. -M., et aii. . Association of INT2 /HSTl cbamplifica- 
tion in primary breast cancer with hprmbhe-dependent 

30 phenotype and poof jprognpsis. Br.J. Cancer, 63:136-^ 

142, 1991) mit dem KrankheitsverlauJC; Die Amplif ika-^ 
: tibn von ERBB2 (Descotes, F. , Pavy,^^^ J and Ades-r 

si, G.L^ Human breast cancer: CorreiLatioh^^^^s^ 
between HER-2/neu amplification and prognostic 

35 fadtors in an unselected population. Anticaincer Res . , 
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13:119-124/1993) und EGF$l (Kli jn, J . G .M . , Berns , 
P.M.J.J. , Schmitz, P.I.M.V 
clinical significance of epiderma 

receptor (EGF-R) in human breast cancer: a review on 
5 5232 patients •Endocr. Rev./ 13:3-17,1992) istmit 

einem schlechteri KrankheitsverlaUf verbunden. Beim 
Osbphaguskarzinom korreliert die Co-Amplifikation Von 
HSTl und INT2 iait dem Grad der Metastasieriing (Tsuda, 
T., Tahara, E- , Kajiyama/ G., Sakamoto, H. , Terada, 
10 M./ and Sugimura, T. High incidence of cqamplifica- 

tion of hst-1 and int-2 genes in human esophageal 
carcinomas. Cancer Res/ 49:5505-5508/1989) . 

Zusannnenf assend kann festgestellt werden, daB durch 
15 chronische Behandlung mit kanzerogenen Zytostatika 

induzieirte Genamplif ikation nicht nur zur Resistenz 
gegenuber <lieser Behandlung fUhrt, sdndern auch zur 
Oberexpressioh gewisser Onkocjreney. w den Grad der 

Malignitat kontrollieren. 

20 ' 

Es sind eine Reihe von Substanzen beschrieberi worden, 
die der erworberien Arzneimittelresistenz entgegenwir- 
iken* Hierzu gehoren die von Kennedy (Kennedy , A .R. , 
Prevention of Carcinogenesis by Protease Inhibitors, 

25 Cancer Res., 54 : 1999-2005 , 1994 ) beschriebenen Arbei- 

ten liber die anti-kanzerogenen WirJcungen von Prote- 
ase-Inhibitoren. Diese konhen kahzerogeninduzierte , 
Genamplif ikation aufnahezu normale Level herunter- 
drUcken. kennedy beobachtete , daB strahieninduzierte 

30 Genamplif ikation in gleicher Weise unterdrllckt wird, 

wie es ihrer FShigkeit entspricht/ strahieninduzierte 
Transformation zu uhterdriicken^ daB auf einen Zu- 
sainmehhang zwischen beiden Prozessen geschlossen 
wird. Dariiber hinaus wirken Protease-Inhibitoren als 

35 Antagonisten von (co-rekbmbinbgerien) Tumor-Pfomotbren 
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bei Auslosung von Transformation in vitro. Protease- 
Inhibitoren werden auch als wirkungsvblle Anti-Promo- 
toren in In-vivo-Untersuchung<^n beschrieben (Troll, 
W. , klassen. A, , and Janoff, A. Tumorigenesis in 
5 mouse skin: inhibition by synthetic inhibitors of 

proteases. Science (Washington DC) 169:1211-1213, 
M970) . - .;. : ■• ■ 

Aus der Literaturstelle Moscow, I. A. , and Cowan, K.H. 
10 Multidrug resistance. J.Natl.Cancer Inst. 80: 14-20, 

1988, ist bekannt, daB Verapamil der MDR entgegen- 
wirkt. Dieser "calcium channel blocker" erhoht die 
Zytotoxizitat durch Erhohurig der intrazellularen Ak- 
kumulation von Arzneimitteln. Wahrscheinlich ge- 
15 schieht dies durch eine Wirkung auf das P-Glykopro- 

^^^^^^^ : t pie Toxizitat 

dieser und Shnlicher Siibstanzen, wiiB z.B. Quinidin, 
steht ihrem klinisphen Einsatz im Wege. 



20 
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Ausgehend hiervon, ist es die Aufgabe der vorliegeii- 
den Erfindung, eine wirksame Substanz zur Verhinde- 
rung bzw. Reduzierung der Resistenzbildung gegenUber 
der Zytostatikabehandlung anzugeben und ein entspre- 
chendes Arzneimittel vprzuschlagen. 

Die Aufgabe ill bezug auf die Substanz wird durch die 
kennzeichnenden Merkmale des Anspruched 1 gelost, in 
bezug auf das Arzneimittel durch die Merkmale des 
■ Arxispruches ^ .9-.. • " - , ^ • 



. ErfindungsgemaB wird sbmit vorgeschlagen, die Resi- 
stenzbildungf durch gleichzeitige Gabe von 5 ' substi- 
tuierten Nukleosiden und einem Zytostatikum zu ver- 
hindern bzw. zu reduziereh. Es hat sich Uberraschen- 
35 derweise gezeigt, dafl 5' Nukleoside die Entstehung 



wo 96/23506 



PCt/DE96^pl69 



von kanzerogeninduzierten Genamplif ikationen verhin- 
dert Oder zumindest abschwacht. Dadutch wird die Mog- 
lichkeit erof fnet, durch gleichzfeitige Gabe dieser 
Nukleoside mit einem Zytbstatikum die Eritstehung von 
Resistenzen gegenUber die^em Airzneimittel zii yerhin- 
derii und auch den Grad der Malighitat zii beeinflus- 



sen. 



Als Beispiel fiir 5'NuJcleoside sind zu n^nnen: 5-(2- 
10 broniovinyl-2 ' -deoxyuridin (BVDU) , (E) -5- (2-bromovi- 

nyi) -i-B-^D-arabinbfuiranosyluracil, (E) -5-(2-bromovi- 
nyl-2'-deoxy-4'-thiou^idin. Abb- 2 : 5-Jodo-2'-dexycy 
tidin, 5-JQdo-2 ' -deoxyuridin, 2/ -Deoxy-5-trif luoroine 
thyluridin^ besonders bevorzugt ist BVDU und (E)-5- 
15 (2-Broinovinyl-)uracyl (BVU). 

Die Erf ihdung betrifft weiterhin Arzneimittel zur 
Verhinderung der Resistenienbildung gegeniiber Zyto- 
statikabehandluiig , : die ' S ' Nukleoside enthalten . Die 

20 5' Nukleoside sind dabei in der Formulierurig d^s Arz 

neimittels in eiher Menge enthalten, aus der eihe 
Kohzentration von 0/02 Mg/mi bis id /xg/ml im Blut 
resultiert. In Verstichen konnte gezeigt werden, daB 
der optimale Bereich bei 0,05 Mg/ml J^is 5^ >ig/ml 

25' .^V -...liegt.-. ■;• • 

Die Zytostatika konnen dabei in den Ublichen bisher 
bekannten Merigen in der Formulierung enthalten sein 
(Oshiro; y;;, Piper, C.E.; Balwierz, P.S., and 

30 Garfiot, M.L. (1992) Genbtoxic properties of ( E) -5- 

( 2 -bromoviny 1 ) -2 ' -deoxyur idine ( BVDU) . F^^ 
and Applied Tpxicplogy, 18, 491-498) . Beispiele fdr 
Zytostatika sind Cyclophbsphamid und andere Alkylan- 
tien. Antimetabolite wie Methotrexat, Alkaloide wie 

35 Vinblastin, Ant ibiotika wie Bleomycin; Cisplatin so- 
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wi^ an4ere ?toi;fe. Weitere Beispiele fUr Zytostatika 
sind aus ••Rote Liste 1995'S Editio Cantor Verlag fUr 
Medizin und Naturwissenschaf ten, Aulendor £/wilrtt . ^ 
1995, zu entnehmen. 

Die Trager-, Zusatz- und Hilfsstoffe entsprechen de- 
nen, wie sie bisher aus dem Stand der Technik bekannt 
sind. Das Arzneimittel selbst kann dabei in fester 
Oder flUssiger Form Oder auch als Spray vorliegen. 



10 



15 



Die Erfindung wird nachfolgend anhand yon Modellver- 
suchen nSher erlSutert. 

A. Modellsiibstainzen 



Fiir die Untersuchung von Ainplifikatibnsphanoin^^ 
dient eine Hamsterzellihie, die ein Virus (Simian Vi- 
rus 40) imGenomintegriertenthait. Bekannt ist fUf 
diese Zellinie, daB eine Zugabe genotoxischer Sub- 

20 stanzen, aber auch verschiedener "nichtgenotoxischer"' 

Kanzerogene und Tumor-Promotoren zur Amplif ikation 
von SV40-PNA im Hamstergenom fiihrt. Die Methode be- 
rxiht darauf , daB als Sonde dienende markierte SV4 0- 
DNA mit Hamster 2 ell-DNA, die SV40-DNA in amplif izier- 

25 1:er Kopienzahl enthalt, hybridisiert wird. Die Menge 

gebundener Sonde gilpt AufschluB Uber den Amplif ika- 
tibnsgrad der integrierten Virus-DNA. 

ZurBestimmung des Amplif ikationsgrades wird gleich 
30 zeitig mit der SV40-bNA die Albumin-Gen-DNA gemessen. 

Das Albumin-Gen wird nSmlich im Gegehsatz zur SV40- 
DNA in der Zellenicht amplif iziert. Der Wert des 
relativen Sy4p-DNA-Gehalts ergibt sich demnach aus 
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dem Quptienten des Signals der mit SV4 0-DNA hybri-- 
disier-ten DNA-Sonde zu dem Signal der mit Albiimin-Gjen 
hybridisierten bNA-Sohde aus denselben SV4 0-t:ranisf of- 
mierten embryonaleh C0631-Hamster2ellen. 

Als Modellsubstanzen dienten: 



; i. Mutagene und rekbmbinogene geribtbxische Karizerd- 

gene (Positiy-Kontrolle) 
10 Triethylerimelamin (TEM) 

4-Nit:rbchinolin 1-Oxid (4-NQO) 

:2. Nicht-Kanzerogehe (Negativ-Kohtrolle) , welche 

weder Mutationeri noch Rekombinationen induziereri 
15 ' ■■■ Acetori .. 

Dimethylf ormamid 

3. Co-rekombinogene Tumor-Prdinotoren 

' [: Mezerein . , " ' ^ ' . . ■ 

20 ; i2-0-tetradecanoyl-phbrbol-i3-acetat 

Chrysarobin- 
-. ; • Cbumarih* . 

4. Rekombinogene nicht-genbtbxische Kanzefogene mit 
25 unbekannteia Wirkmechanismus 

Thioacetamid 

'^•:..Acetamid' 

5.. Testosteron nach Metabdlisierung durch Rattenle- 
30 bermikrosomen (S9-Mix) sowie phne S9-Mix 

Testiosteron wirkt 

mit S9--Mix anti-^fekoinbinogen und 
ohrie S9-Mix co-rekombinogen 
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Die Wirkung der obengenannteii ModeXlsubstanzen allein 
Oder in Kbmbination mit einem Kanzerogen wurde im 
Genamplif ika-tlons-Sys-tein liniiersucht . 

Die Ergebniss^ mit den ModeXlsubstanzen sind in den 
Figuren 1 bis 3 zusanunengef afit ^ 

pie Nicht-Kanzerogene Aceton und Dimethylf oimiainid 
zeigen keine wirkung. 



10 



15 



20 



Alle anderen Substanzen, die nicht-genotoxischen Kan- 
zerogene mit unbekanntem Wirkmechanismus, Thioaceta- 
mid und Acetamid, die genotoxischen Kanzerogene TEM 
und 4-NQO sowie die Tumor-Promotoren Mezerein, 
12-0-tetradecanoyl-phbrb6l-l3-acetat (TPA) , Chrysaro- 
biri und Cdujnarin, fiir sich aliein gegeben, erhohen 
die SV40-Genainplifikation. 

Teststeron erniedrigt mit S9-Mix die amplif izi^irende 
Wirkung von Methotrexate (MTX) / bhne S9-Mix erhaht es 
die amplif izierende Wirkung von AminoT6-mercaptopurin 
(AMP).- 

Diese Ergebnisse zeigen eine Obereinstimmung zwischen 
25 der Auslosung von Rekombination und SV40--Genamplif i- 

. katidn. 

B. Hemmuiig kanzerogeniuduzierter Genamplif ikation 
dmrch (E) -5* (2-Bromoviiiylr) -2 '•^deox^^ 
3Q■^, :^ ' ^(BVDU) /.'V' " ^ 

Die Ergebnisse sind in den Figuren 4 tiis 7 zusanunen- 
' ■ gef aBt. -V 
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BVDU hatte im Versuch mit Hefen (Figur 4) sine anti- 
rekombinogene und co-mutagene Wirkung gezeigt, Diese 
Wirkung war in Gegenwart vbn Lebermikrosomen (S9-Mix) 
ih: hiedrigere^ sichtbareir als in Ab- 

5 wesefiheit yon S9--Mix und auch sehr viel ausgepragter. 

Eiiie Metabolisierung von BVDU verstarkt also den 
antirekombinbgenen Effekt- 

BDVy zeigt in klinisch relevanten Dosen eine Heinmung 
iO Genamplif ikation;. Der Ef f ekt: setzt 

bei etwa 0/05 ^g/ml ein und filhrt dosisabhangig bei 
5 /xg/ml zu einer vollstandigen Heimung deir AMP-indu- 
zierten Genaiaplif ikatipn (Figur 5) 

15 Der unabhangige Wiederholungsversuch bestatigt 

Erigebnis (Figur 6) > Dairtlber hinjaus scheiht BVDU al- 
lein den spontianen Amplif ikationsgriad leicht zu er- 
^ niedrigen. 

20 Zugabe von S9-Mix zeigt ebenfalls eine Erniedrigung 

AMP-induzierter Genamplif ikation- Dieser erfolgt al- 
lerdings in einein niedrigeren Dpsisbereicli als in den 
Versuchen ohne S9-Mix. Eine mogliche Metabolisierung 
von BVDU scheint den amplif ikationshenunenden Ef f ekt 

25 also noch zu verstarken (Figur 7) . Dies wiirde die : 

Relevanz de:r Ergebnisse noch verstarken. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB BVDU kanzerp- 
geninduzierte Genamplif ikation hemmt. Dies er off net 
30 die Moglichkeit, durch gleichzeitige Gabe von BVDU; 

mit eineiQi Ziytostatikxam die Entstehung von Resistenzen 
gegehtibef diesem Ar^neimittel zu verhindern und die 
Halignitat zu erniedrigen. 
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C- Vorhinderung der Blldung von "Multi-Drug-Resi^ 
stance** (HDR) in menschllchan und tlerischen 
Timorsallan gageniiber ZytLostatlkabe^^ 
durch glaichzaitiga Gaba von BVDU 

\ 3;' ::y :' :i' . • . ■ - . ' ." ■ ' • \ ■ ■ •-■ . :■■ ■ ■■ 

pie menschliche Tumorzellinie K562-WT (Fig. 8) und 
/ die Tiunorzellinie F4 6-WT der Maus (Fig. 9) (WT = 

Wildtyp = empfindlich gegenuber Zytostatikabehandlung 
= keine Amplifikation des MDR-Gens) wurde iiber mehre- 

10 re Wochen mit stufenweise steigenden Konzentrationen 

von Adriamycin behandelt. Im Laufe der Behandlung 
erwarben die Zellen eine Resistenz gegenuber dieser 
Behandlung. Wirken gegentiber nichtresistenten Zellen 
2 0 ng/ ml Adriamycin bei einer Behandlungszeit von 

15 4 Ta(^en stark toxisch, so sind die Zellen nach Lang- 

zeltbehandlung mit stiifenveise steigenden Konzentra- 
tionen gegentiber 20 ng/ml Adriamycin yollig unem-^ 
pfindlich geworden (Figuren 8 und 9) .Die Resistenz- 
bildung beruht auf der Amplifikation des MDR-Gens. 

20 Nachgewiesenwird dies mit Hilfe der Nor-thern-Tech- 

nik^ eines Verfahrehs zum Nachweis von RNA^Molekiilen, 
also der Transkription eines Gens, unter Einsatz des 
MDR-Gens als Sonde (Figur 10) .Resistente Zellen zei- 
gen eine Bande, nichtresistente Zellen (Zustand am 

25 Beginn der Behandlung) zeigen keine Bande. 

In Parallelversucheri wird Adriamycin mit entweder 
0,5 Oder 1 /ig/ml BVDU zusammen gegeben (BDVU wirkt in 
menschlichen Tumorzellen erst ab et^^ 10 /ig/ml to- 

3 0 xisch, in Zellen der Maus ab etw^ 8 )ig/ml (Figuren 8 

und 9) , BVDU verhindert die Resistenzbildung gegen- 
tiber Adriamycin^ Die Tximorzelien blieibeh iempfindlich 
gegentiber der Zytostatikabehandlung und sterbenab. 
Die Wirkung des BVDU i^t so stark, daB die Behandiung 

35- ■■■ ^ . 
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durch Ruhepausen (Wachstum phne Substanzen) unterbro- 
: Chen werderi mu6> sich der Versubh also tiber 6 bis 8 
. Wochen erstreckt. 

5 BVDU + Adiaiaycin-Behandiung ftihrt zu einer wesentlich 

SGhwachereh Amplifikatioh des MDR-Gens als Adriamy- 
ciii-Behandlung allein (Figur 10) . Der Eff ekt der 
BVDU-Behandlung ist in Wirklichkeit noch sehr viel 
grSBer, al^ die Abschwachuhg der Bande ausdrilckt* Am 

10 Ende der Behandlung bieiben nSmlich nur Zellen iibrig^ 

die wenigstens eine gewisse Resistenz gegeniiber der 
Adriamycin-Behandlung er-worben habeii. Die infolge der 
BVBU-Behandlung nichtresistenl: gebliebenen Zellen 
sind bereits vbrher abgestorben, Der eigentlich rele- 

15 vante und mit Hilfe der NprthernT-Technik nicht f aB- 

bare Effekt best:eht deshalb im Absterben der nicht- 
resisteriten ; Zellen welche in den Inaktivierungskuir- 
ven (Figuren 8: und 9) gremessen wird. 

20 Da die Resis-tenzbildung giagentibier Zytostatikabehand- 

lung in menschlichen Tuinbren ebenfalls auf der Ampli- 
f ikatibii deS MDR-^Gens beruht/ ist durch die Kombina- 
tion von BVDU mit einem beliebigen Zytostatikum die 
Moglichkeit geboten, die Therapie in niedrigen Dosen 

25 und tiber langere Zeitraume als bisher durchzufiihren. 

Im tibrigen ist die Verhinderung der Resistenzbildung 
auch fiiir . andere Anwendungen von groBer Bedeutung . 

D. Verhinderiing der Bildung von "Multi-prug-Resi-^ 
30 stance" (MDR) in Tumorzellen gegeniiber Zytosta- 

tlkabehandlung durch gleichzeitige Gabe von an-^ 
ti-rekombinogenen S'substituierten Nukleosiden 

In den Figuren 11 und 12 ist zu sehen, daB diie anti- 
35 rekpmbinoi^ene Wirkung nicht niir spezifisch fiir BVptr 
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gilt, spndern eine Eigenschaf t aller; S'-substituier- 
ten Nukleoslde ist. 

Fig. 11 zeigt dabei die anti-rekoinbinogenen Effekte 
5 von (E)-5--(2-brpinovinyl)-2^-deoxyuriain, (E)-5-(2- 

bromovinyl) -IHB-D-afabinof uranpsyl-uracil und (E) -5- 
(2~bromdvinyl)-2'-deoxy-4'-thiouridin in Saccharbmy- 
pea cerevisiae Jd>l, und 

10 Fig. 12 die anti-rekombinogenen Effekte von 5-Jodp- 

2'-deoxycytidin, 5-Jodo-2'-deoxyuridin und 2'-Deoxy- 
5-trif luoromethyluridin in Saccharojnyces cerevisiae 
y-MPi. ; - ■ - ' V;'-'- ; 

15 Die Tumorzellinie F4-6-WT detr Maus (WT = Wildtyp = 

: empf indlich ■ gegentiber Zytostatikabehandlung = keinie 
Amplifikation dies MDR-Genis) wurde tiber inehrere Wochen 
mit stufenw#ise steigenden Konizentratipn 
myein behandelt . Im Lauf e der Behandlung erwarben die 

20 Zellen eine Resistenz gegeniiber dieser Behandlung, 

Wirken gegenUber nichtresistenten Zellen 2 0 ng/ml 
Adrianiycin bei einer Behandlungszeit von 4 Tagen 
stark toxisch, so sind die Zellen nach Langzeitbe- 
handlung mit stufenweise steigenden Konzentrationen 

25 gegenUber 2 0 ng/ml Adriainycin vollig unempf indlich 

; gewprden (Figur 13 und 14) . Die Resistenzbildungbe- 

ruht auf der Amplifikation des MDR-Gens. Nachgewiesen 
wurde dies mit Hilfe der Northern-Technik, eines Ver- 
f ahrens zum Nachweis von RNA-Molektilen , also der 

30 Transkription eines Gens, unter Einisatz des MDR-Gens 

als Sonde (Figur 15) . Resistente Zellen zeigen eine 
Baride, hichtresistente Zellen (Zustand am Beginn der 
Behandlung) zeigen keirie Bande. Die Level von B-Actin 
mRNA wurden vergleichsweise ebenf alls analysiert. 
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• : B-Actin wurde als interne Koniirolle : fUr die RNA-Menge 
; ' ;. ■•benutzt •■■ . ' , 

in Parallelversuchen Wde Adriamyci^^^^^^ 1 /ig/ml jie 
5 eines 5'substituierten Nukleosids zusaminen gegeben. 

Alle sechs 5 ' -substituierten Nuklebside verhindern 
die Resistenzbildung gegenflbeir AdriaiDycin. Die Tumbr- 
zelleh bleiben empf indlidh gegeiitiber der Zytostatika- 
behandliing und sterben ab. Die Wirkung der 5'substi- 
tuierteh Nukleoside war so stark, daB die Behandlung 
diirch Ruhepausen (Wachstum ohne Substanzen) unterbro- 
chen werden inuBte, sich der Versu^^ bis 8 

Wbcben erstteckte . ... 

15 Figur 15 zeigt die Northern Blot Analyse der^RNA: 

Expression der MDR-Gene in der Tumorzellinie F4-6-WT 
der Maus. Die Level von B-Act in mRNA wurden ver- 
gleichsweise ebehfalls arialysiert. B^Actih^W^ als 
interne Kontrblle fiir die RNA-Menge benutzt i 

20 pos. Adriamycin-resistente F4-6-WT Zellfen 

heg. Adriamycin-einpfindliche F4-6-WT Zellen 

1 1 itg/ml (E)-5-(2-broinovinyl)-2'-deoxyuridih + 

Adriamycin 

2 1 Mg/ml (E)-5-(2-broinovinyi-l-B-D-arabinofurano 

25 syl-uracii + Adriamycin 

3 1 Mg/ml (e)-5-{2-bromoyiriyl-2'-deoxy-4'-thiouri 

din + Adriamycin . - 

4 1 /ig/ml 5-Jodo-2'-deoxycytidin + Adriamycin 

5 i ^g/ml 5-Jodo-2'-deoxyuridin + Adriamycin V . 
30 : 6 1 mg/ml 2'-Peoxy-5-trifluoromethyluridin + 

. Adriamycin . \ 

7 VMg/ml (E)-5-(2-bromovinyl-)-2'-d^^ 

(BVpU) + Adriamycin 
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5'-substituielrtes Nukleosid + Adriamycin-Behandlung 
ftihrt zu einer wesentlich schwacheren Ampiifikation 
des MDR-Gens als Adriamycin-Behandlung allein (Figur 
15). Der Effekt der Behandlung ist in Wirklichkelt 
5 noch sehr viel grSfliBr als es die AbschWachuiig der 

Bande ausdrtickt. Am Ende der Behandlung bleiben nam- 
lich nur Zellen Obrig, die wenigstens eine gewisse 
Resistenz gegeniiber der Adriamycin-Behandlung erwor- 
ben haben. Die infolge der BVDU-Behandlung nichtresi- 
stent gebliebenen Zellen sind ja bereits vorher abge- 

storben. Der eigentlich relevante und mit Hilfe der 
. Northern-Technik nicht f aflbare Effekt besteht deshalb 
im Absterben der nichtresistenten Zellen , welcher in 

den Inaktivierungskurven (Figur 13 und 14) gemessen 
is;- -wurde. 
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- Patentansprliclie v\".-. 

1; Verwendung von 15 ' ^substituierteri Nukleosiden in 
kombination lait mindestens einem Zytdstatikum 
ziir Herstelliing epLnes Arzneiniittels ziir Verhin- 
deriing bzw. Reduzierung der Resistenzenbildung 
, b<ai del: Zytostatika 

2'. Verwendung nach T^spruch 1, 

dadurch gekennzexGhnet, daB als Nukleosid 
(E) -5- (2-BromovinyI-) -2 ' -deoxyuridin (BVDU) 
und/oder seine Metaboliteriverwendet werdeh. 

3, Verwendung nach Anspruch 2,. 

dadurch gekennzeichhet, dafi als Metabolit (E)-5- 
(2rBrolnbvinyl-^)-uracy^. (BVU) verwendet wirdi* 

20 4; Verwendung nach Anspruch 1, ^ 

dadurch gekennzeichriet, dafl ails Nukledsid (E)-5- 
(2-brompvinyl) -l-B--D-arabinbf uranbsyiuracil 
und/oder seinie Metaboliten verwendet werden. 

25 5. Verwendung nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, daB als Nuklebsid (E)-5- 
(2-broinovihyl) -2'-deoxy-^4'-thiburidin und/oder 
seine Metaboliten verwendet werden, 

30 6. Verwendung nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, daB als Nukleosid S-Jo- 

do-2 '-deoxycytidin und/bder seine Metaboliten 
verwendet werden. 



35 



Verwendung nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daB als Nukleosid 
do-2 ' -dedxyur idin und/bder seine Metaboliten 
verwendet verden. 

Verwendung nach Ahspruch l, 

dadurch gekennzeichnet, daB als Nukleosid 2'-^ 
Deoxy-s-trif luoromethyluridin und/oder seine 
Metaboliten verwendet werderi. 

Arzneimittel, enthaltend 5 ' -substituierte Nu- 
kleoside, nach mindestens elnem der Anspriiche 1 
bis 8, in einer Menge, aus der eine Konzentra- 
tion von 0,02 /xg/ml bis lO tig/ml im Blut r^sul- 
tiert, mindestens ein Zytostatikum und Qbliche 
Trager- und Hilfsstoffe. 

Arzneimittel nach Anspruch 9 > 

dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleoside in 
einer Menge enthalten sind/ aus der eine Konzen- 
tration von 0,05 /xg/ml bis 5 /ig/ml im Blut re- 
sultiert. 

Arzneimittel nach Anspruch 9 oder 10/ 
dadurch gekennzeichnet/ daB die Zytpstatika aus- 
gewahlt sind aus Alkaloideri, Alkylantien, Anti- 
metaboliten, Antibiotika pder Cisplatih. 



wo 96/23506 



i>CT/D£96/00169 



1/15 ■: 

FIG. I- 

RELATIVER DNA-GEHALT 



CO 

53 

H — 
CO 

E 

D 

CD 
jd, 
O 
V2 
"co 
(D 



CO 

0 



o 



Q. 

< 



. c 

0 
D) 
O 

G) 

M 

c 

6 
j= 
o 

CO . 
X 

O 

■5 

c ■ 
O 
0 



o 
o 



CO 

o 




o 
o 



CO 

3. 




o o 



CO 

o 



o 

G5 



:3. 



o, 
o 



c 
Q) 
D) 

(D 

isl 

S 

. I 

u 



2 

"d 

D) 
0 




o 
o 
o 
•<r 

o 
o 



C 

o 

o 
< 



CD 



E 

D 

E 



0) 

E 



Q 
C 



o 
o 



§ 2 
2 E 

D 

E 
o 

E 

Q 



CO in 



CO CM . t- . 



CM 



BNSOOCID: <WO_9e23S06A1J_> 




BNSDOCIO: <WO 9B2350aAlJ_> , 



wo 96/23506 



PCT/DE96/00169 



3/15 



FIG., 3 
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FIG. 5 
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FIG. 11 
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FIG. 12 - 
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□ Claims Nos.: ' ' . r ■ ' i - ■ 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authorily, namely: , 



1. 



1 fTl Claims Nbs.: 1-11 ^ - . ♦ u 

^ because they relate to parU of the intcmatipnal application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 

In view Of the large number of compounds which are defined by the wording 
of the claims, the search has been performed on the general idea and 
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— searchable claims. , - . 
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of any additional fee. 

3. I 1 As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this inlemaliohal search report 
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4. I — j No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search reywrt is 
' — I restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 
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CHEMOSENSITIZATION OF 
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KMlcpMic' I Ba«du»~, to V«,air« rtlid.una.«>woterfonta1ich»nlg An^ 

EP.A.0 488 718 (TAKEDA CHEMICAL INDUSTRIES 

LTD) 3.Juni 1992 ^ ^ 

siehe Seite 4; AnsprUche 1,6,8,13,15; 

Beispiel 6 

BE.A,640 236 (SODERSI) le.Marz 1964 
siehe Seite 4; Anspriiche 1-3,6.7 
siehe Seite 10 

EUROPEAN JOURNAL OF CANCER & CLINICAL 
ONCOLOGY, 

Bd. 20, Nr. 4. 1984. 
Sei ten 471-476. XP0OO575098 

WILDIERS. DE CLERCQ: "ORAL 
(E)-5-(2-BR0M0VINYL)-2'-DE0XYURIDINE 

TREATMENT OF SEVERE HERPES ZOSTER IN 
CANCER PATIENTS" , , t- ,i V 

A I si ehe Sei te 472 , rechte Spal te ; Tabel 1 e Z 

X I CANCER RESEARCH, 

Bd. 54. Nr. lO, 1994. 

Sei ten 2701-2706, XP00O574738 - 
CHI. KUNUGI, KINSELLA: "lODODEOXYURIDINE 

CHEMOSENSITIZATION OF „. ..i.uii». 

CIS-DIAMMINEDICHLOROPLATINUM(II) IN HUMAN 

BLADDER CANCER CELLS" 
siehe Seite 2705, rechte Spalte 
siehe Seite 2701-2 V 

J. CELL. PHARMACOL. , 
Bd. 1. Nr. 1, 1990, 
Sei ten 2-7, XP000575045 

WROBLEWSKI. HACKER: "THE POSSIBLE ROE L^OF 
ALTERED NUCLEOTIDE METABOLISM IN CISPLATIN 
RESISTANCE" 

siehe Seite 6, linke Spalte 

GB, A, 1 473 148 (RESEARCH CORPORATION) 
11. Mai 1977 . ^ _ 

siehe Seite 1, rechte Spalte ^ Seite 2, 
linke Spalte; Anspruch 1 
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FeU I Bemerkungen zu den Anspruchcn, die sich als nicht rccherchierbur erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt I auf Blatt I 



GemlA Artikel I7(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bettimmte AnsprOche kein Rccherchenberichi crsteUt: 
1. [_] Anjtpriiche Nr. 

well Sic sich auf GegensUinde bcziehen, zu dercn Recherche die Bchorde nichi verpfUchiel tsc, nimlich 



2. [X] AnsprUcheNr. 1-11 

mil sic nch auf Tcile der intcmationaJen Anmeklung bcziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungcn so wenig cnUprechcn. 
dsA cine sinn voile internmiionaie Recherche nicht durchgefUhri werden kann. niimUch 

In View of the large number of compounds which are defined by the wording 
of the claims, the search has been performed on the general idea and 
compounds mentioned in the examples of the description. 

3. I I Ansprtiche Nr. 

wcil cs sidti dabci um abhiuigige Ansprqche huidctu die nichi eiiuprechcnd $acz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefafic sind. 



Feld II Bonerkungen bei mangclndcr Einhettlichkeit der Erlinduhg (Fortsetzung von Funkt 2 auf Blatt 1) 



Die incernatiooalc Rcchercfaenbchdrde hat fcstgestellt, daA dtese ntcmatMnale Anmcldung inehrcrc Erfindungen enthilt: 



Da der Anmclder aJle erforderltchen zusttzlichen Rechercfacngcbuhren rechttciug cnoichtet hat, erstreckt nch diescr 
inicriuCionaJe Rccfacrchenbericht auf alle rccherchicrbsrcn AiuprOche der inurmaupnaien Anmeldung. ^ 

I I Da mr alle recherchierbaren Ansprdche die Recherche ohne etnen Arbeitsaufwand durchgefmirt werden konnte, der cine 

xusltzliche RccherchengebOhr gerechtfertigt hlUe, hai die tntemadonafe Recherefaenbehdrde nichi zur Zahiung ciner tokhen 
. OabOhr aiifgcfprdcrt.' . - 

Da der Anmelder nur einige der ei fui dci lichen z urfrzB rhen RechcrchehgefaUhren rcchtzeitig entrichcct bac. cratrcckt «ch dieser 
tnteraaoonale Recherchenberid i t nur auf die AnsprOche der incemattonalcn Anmeldimg, fur die GcbOhrcn enoichtet worden 
. itnd, niinKnh auf die AnsprOchc Nr. 



I I per Anmelder hat die erforder lichen zuslxzlichcn RccherchengebOhr en nicht rcchczciug cnoichtet. Der intemaiionale Recher> 
Ghcnbcricht beschrinkt sich daher auf die in deh AnsprOchen zucrst emrihnu Erftndung; dicsie ist in folgenden Ansprilchen er- 
■ -laflc- . 



r Wd Msmuc hs . | [ Die zusiizUchen GcbOhren wurdcn yom Anmelder untcr Widerspruch g^zahlL 

I I Die Zahiung zusItdiGher GebOhrcn crfolgu ohne Widerspruch. 
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